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RESUMO

O aumento progressivo na prevaléncia e incidéncia das doencas
cardiovasculares representa um problema de saude publica de interesse crescente.
Hooje a area das doencas cardiovasculares é a mais estudada quanto ao potencial
terapéutico das células tronco, principalmente em pacientes com infarto agudo do
miocardio. A terapia celular inclui um conjunto de técnicas que visa a utilizacdo de
células tronco com finalidade terapéutica, podendo ainda ser combinada com outras
estratégias terapéuticas. Células tronco sdo células indiferenciadas capazes de se
multiplicar, quando extraidas de tecido adiposo sdo classificadas como células
tronco mesenquimais adiposo derivadas. Utilizou-se modelo experimental mini porco
MinipigBrl divididos em dois grupos, controle e tratado. O grupo controle composto
de 8 animais e o0 grupo tratado de 7 animais. Os animais foram submetidos a um
modelo de miocardiopatia isquémica através da ligadura do ramo diagonal da
coronaria paraconal (em humanos a coronéaria descendente anterior), reproduzindo
fidedignamente o infarto agudo do miocardio. Apés a inducdo do infarto o grupo
tratado recebeu células tronco mesenquimais adiposo derivadas, enquanto o grupo
controle recebeu apenas solucao fisioldgica estéril. Os animais de ambos 0s grupos
foram submetidos ao procedimento de eutanasia trinta dias apos instituida a terapia.
Através do exame ecocardiogréfico avaliou-se a fracdo de ejecao do ventriculo
esquerdo, diametro sistolico e diastdlico do ventriculo esquerdo e area acinética, em
trés momentos: pré operatério, pos operatorio imediato e momentos antes da
eutanasia. Apesar dos resultados obtidos ndo terem sido estatisticamente
significativos, observamos uma diferenca entre o grupo tratado e o grupo controle,
tanto nos resultados do exame de ecocardiografia quanto no exame histopatolégico.
Ou seja, uma diferenga em termos estruturais e funcionais entre 0s grupos,
representando uma melhora no grupo tratado. Concluimos que o modelo de
miocardiopatia isquémica foi eficaz na inducéo da isquemia, e que o transplante de
células tronco mesenquimais adiposo derivada no miocardio infartado promoveu

uma melhora funcional do 6rgao.

Palavras — chave: Miocardiopatia, células tronco, mini porco.



ABSTRACT

The progressive increase in the prevalence and incidence of cardiovascular disease
is a public health problem of growing interest. The area of cardiovascular disease is
now the most studied regarding the therapeutic potential of stem cells, especially in
patients with acute myocardial infarction. Cell therapy includes a set of techniques
aimed at the use of stem cells for therapeutic purposes, and may also be combined
with other therapeutic strategies. Stem cells are undifferentiated cells capable of
multiplying. When extracted from adipose tissue, they are classified as adipose-
derived mesenchymal stem cells. We used an experimental model mini pig
MinipigBrl divided into two groups, control and treated. The control group consisted
of 8 animals and treated group have 7 animals. The animals were subjected to a
model of ischemic cardiomyopathy by ligation of the major diagonal coronary
paraconal, faithfully reproducing the acute myocardial infarction. The treatment group
received adipose-derived mesenchymal stem cells after induction of myocardial
infarction, while the control group received only sterile saline. The animals of both
groups were subjected to euthanasia procedure thirty days after therapy instituted.
Through the echocardiographic examination evaluated the ejection fraction of the left
ventricle systolic diameter and left ventricular diastolic and akinetic area in three
stages, preoperative, immediate postoperative and before euthanasia. Although the
results were not statistically significant, we observed a difference between the treated
group and the control group in both the results of the echocardiogram as the
histopathology. That is, a difference in structural and functional terms between the
two groups, representing an improvement in the treated group. We conclude that the
model of ischemic cardiomyopathy was effective in inducing ischemia and that
transplantation of adipose-derived mesenchymal stem cells in the infarcted

myocardium promoted functional improvement of the organ.

Key-words: Cardiomyopathy, stem cells, mini pigs
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1 INTRODUGCAO

O aumento progressivo na prevaléncia e incidéncia das doencas
cardiovasculares representa um problema de saude publica de interesse crescente.
Segundo dados do Atlas de Doencas Cardiacas e Derrames, da Organizacao
Mundial da Saude, o Brasil € 0 9° colocado entre os paises cuja populacdo morre
mais, em nameros absolutos, devido a doencas cardiacas. As terapias atualmente
disponiveis melhoraram grandemente o prognostico dos pacientes cardiopatas, mas
muitas vezes sao paliativas. O infarto agudo do miocardio (IAM) representa a
principal afeccdo deste conjunto de doencas a serem estudadas com o objetivo de

se obter resolugéo.

Os tratamentos farmacoldgico, intervencionista e cirdrgico da miocardiopatia
isquémica tém algumas limitacdes, sendo incapazes de impedir a perda de
cardiomiécitos e a fibrose que, consequentemente, se estabelece de forma
irreversivel apés um episédio isquémico. Uma terapia ideal minimizaria a perda de
cardiomidécitos, promoveria o retorno da funcdo de miocardio hibernante (regides
ventriculares desprovidas, reversivelmente, de capacidade contratil) para um nivel
normal, estimularia a revascularizacdo de zonas isquémicas pela angiogénese e
criaria novos cardiomidcitos, para repor aqueles perdidos apds a injuria inicial. A
terapia celular para promoc¢éo de angiogénese miocéardica surge, assim, como uma
atraente alternativa terapéutica, tanto nas formas agudas como nas crbnicas de

isquemia.

A terapia celular inclui um conjunto de técnicas que visam a utilizacdo de
células tronco com finalidade terapéutica, podendo ainda ser combinada com outras
estratégias terapéuticas utilizando medicamentos convencionais, procedimentos
cirdrgicos ou fisioterapéuticos, com acado complementar ou potencializadora de
tratamentos convencionais. Quando extraidas de tecido adiposo séo classificadas

como células tronco mesenquimais adiposo derivadas.

Estudos pré-clinicos sdo mais frequentemente realizados com ratos ou
camundongos, e apenas eventualmente com animais de maior porte como 0 cao

(KALIL et al., 2002). Nas ultimas décadas, foi desenvolvido o mini porco, espécie de
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suino da linhagem Minipig Brl, produzidos no Brasil pela empresa Minipig Pesquisa
e Desenvolvimento como alternativa para modelos pré-clinicos, combinando uma
anatomia mais apropriada para comparacao com a espécie humana com a facilidade

de manutencao ja que € um animal de producdo (MARIANO, 2003).

Estudos que utilizaram células tronco por via de administracao
intracoronariana tiveram resultados modestos, enquanto estudos que fizeram a
aplicacdo direta, intramiocardica, mostraram bons resultados, ainda que sua
interpretacdo permaneca limitada pela pequena amostragem e auséncia de grupo
controle nos estudos (ZUK, 2010).

Com esta pesquisa busca-se revisar estudos, a fim de demonstrar que a
terapia celular utilizando células tronco mesenquimais adiposo derivada é um
tratamento inovador e com perspectiva de contribuicdo para o tratamento de

pacientes com infarto agudo do miocardio.

A hipotese é que a terapia celular represente uma alternativa viavel para o
tratamento da isquemia miocardica, auxiliando na revascularizacdo do miocéardio e

sua recuperacéo funcional.

1.1 JUSTIFICATIVA

As doencas arteriais sdo as principais causas de morte no mundo. Apesar do
avango no tratamento farmacoldgico, intervencionista e cirargico ao redor de 12%
dos pacientes com esta doenca ndo sédo passiveis de revascularizagao por técnicas
convencionais. Esta impossibilidade determina prejuizo sintomatico e alteracdes
que, se mantidas de uma forma crbénica, evoluem para perda de miocardio

funcionante e possivel evolucado para insuficiéncia cardiaca e morte.

O avango na compreensao da base molecular da formacao de novos vasos,
isto €, angiogénese, permitiu que fossem criadas estratégias terapéuticas baseadas
na utlizacdo de terapia celular, visando recuperar a perfusdo do miocéardio

iIsquémico.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliacdo da capacidade funcional do miocardio através do emprego da

terapia celular em mini porcos com infarto do miocérdio cirurgicamente induzidos.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a seguranca e viabilidade de um ensaio pré-clinico de terapia

celular para revascularizacdo miocardica.

2. Avaliar os efeitos da terapia celular utilizando células tronco mesenquimais

adiposo derivadas sobre a funcdo miocardica por meio de ecocardiograma.

3. Avaliar os efeitos desta mesma terapia celular sobre a morfologia dos

vasos e do tecido miocardico através de analise histoldgicas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO

A partir do seu surgimento nos anos sessenta, a terapia celular chegou a seu
primeiro ensaio clinico em 1990. Hoje, conforme o Journal of Gene Medicine estao
em andamento um total de 1537 ensaios clinicos. No Brasil, apesar de constituir-se
em area ainda incipiente, a terapia celular envolve varios grupos de pesquisa.
Necessita, entretanto, de apoio substancial para induzir seu desenvolvimento e
insercdo do pais no cenario internacional (RAUBER; DALMAZ, 2006; ANGELI;
OLIVEIRA, 2007).

Uma das causas mais frequentes de insuficiéncia cardiaca € a cardiomiopatia
isquémica, sendo este um mal epidémico neste inicio de século, afetando de 2 a 4
milhdes de pessoas nos Estados Unidos da América (EUA), cerca de 15 milhdes de
pessoas ao redor do planeta (HONOLD et al.,, 2004; LEITE; DOHMANN, 2004),
causando 7,2 milhdes de mortes ao ano no mundo (MOZID et al., 2011). As doencas
cardiovasculares representam uma das principais causas de morte em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, como no Brasil, onde 30% dos Obitos sdo
causados por essa doenca (RAUBER; DALMAZ, 2006; ANGELI; OLIVEIRA, 2007).
Por ano mais de 400.000 internacfes sao decorrentes de insuficiéncia cardiaca, ou
comorbidades associadas, como hipertensdo, diabetes e obesidade, sendo
considerada a quarta maior causa de internacdo hospitalar (LEITE; DOHMANN,
2004; DOHMANN et al.,, 2005), gerando gastos financeiros superiores a R$150
milhdes/ano para Sistema Unico de Salde (SUS). Dados indicam mortalidade
hospitalar em torno de 6,39% ao ano devido a insuficiéncia cardiaca (KALIL;
SANT'ANNA, 2004; LEITE; DOHMANN, 2004; OKAMOTO; CAMPQS, 2004).

Nas ultimas duas décadas ocorreram importantes avangos no tratamento das
doencas cardiovasculares (BOCCHI; FERREIRA, 2005; RAUBER; DALMAZ, 2006;
PALPANT; METZGER, 2010). Nos ultimos anos a medicina cardiovascular, com
base em estudos pré-clinicos e clinicos, passou a acreditar na hipotese de que o
tecido cardiaco lesado poderia ser reparado com a utilizagdo da terapia génica e da



O 00 N o u b~ W N R

[ERY
o

11
12
13
14
15
16
17
18
19

20
21
22
23
24
25
26
27
28

29

30

31

22

terapia celular, tendo consequente neovascularizacdo e formagdo de novos
cardiomidcitos, promovendo uma melhor recuperacao ap0s isquemia aguda e reparo
de doencas crbénicas do miocardio (HONOLD et al., 2004; ANGELI; OLIVEIRA,
2007). Diversas propostas de opcdes terapéuticas clinicas e cirirgicas vém sendo
desenvolvidas nas Ultimas décadas, porém todas as propostas tém o principal
objetivo de tratar apenas as consequéncias do infarto do miocardio, e nao tratar a
causa base, que seria a perda da célula contratil, ou seja, o cardiomiocito. Desta
forma, a terapia celular € sugerida como terapia regenerativa do tecido lesado,
tratando a perda do cardiomiocito (HONOLD et al., 2004; BOCCHI; FERREIRA,
2005; GUARITA-SOUZA et al., 2005).

Foi publicado na Alemanha em 2001 o primeiro caso de transplante autélogo
de célula tronco para reparo do miocardio em humano, onde apés 10 semanas do
transplante ocorreu o remodelamento do musculo cardiaco lesado (DOHMANN,
2004; RAUBER; DALMAZ, 2006). Desde entdo, varios casos foram descritos e
varias pesquisas foram iniciadas. Os maiores estudos de terapia celular em doencas
cardiovasculares ocorrem no Texas Heart Institute. No Brasil, em 2005, o Ministério
da Saude anunciou um investimento de aproximadamente R$13 milhdes para
pesquisas na area de tratamentos de doencas cardiovasculares, incluindo terapia
génica (OKAMOTO; CAMPOS, 2004; RAUBER; DALMAZ, 2006).

Apesar dos inumeros casos ja publicados demonstrando a eficacia dessa
terapia nas doencas cardiovasculares, muitas sdo as perguntas a serem
respondidas antes que possa ser plenamente compreendida, s6 entdo, aceita ou
descartada como opcdo de tratamento, sendo importante a realizagcdo de novas
pesquisas (KALIL; SANT’ANNA, 2004; ANGELI; OLIVEIRA, 2007; ZUK, 2010). Por
isso a importancia do uso de modelos animais bem definidos e que possam
apresentar situacfes pato-fisiolégicas humanas. Destacando-se entdo a utilizacao
do modelo experimental mini porco, devido a sua semelhanga com a bioquimica, a

morfologia e a fisiologia cardiovascular com a espécie humana (MARIANO, 2003).
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2.2 INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO

Sao vérias as doencas que podem afetar o bom funcionamento do musculo
cardiaco: coronariopatias, doenca de Chagas, miocardiopatias, sendo a causa mais
comum, o infarto agudo do miocardio (ANGELI; OLIVEIRA, 2007; BUDLOWSKI,
2009). O termo infarto agudo do miocéardio significa a morte de cardiomiocitos
causada por isquemia prolongada, devido a oclusdo de uma ou mais artérias
coronarias responsaveis pela irrigacdo sanguinea do musculo cardiaco (RAUBER;
DALMAZ, 2006; OLIVEIRA; CAMPOS, 2009; PALPANT; METZGER, 2010),
impedindo o fluxo de sangue para a regido do coracao distal ao local de oclusdo
(Figura 1) (PALPANT; METZGER, 2010). Como consequéncia do infarto, ocorre a
perda irreversivel de cardiomiocitos e células epiteliais, comprometendo a funcéo
cardiaca do individuo (OLIVEIRA; CAMPOS, 2009; MOZID et al., 2011). Vérias
areas do miocardio séo afetadas, apresentando uma resposta e gravidade diferente,
de acordo com a intensidade e duracdo do evento isquémico, podendo levar a
arritimias e até a faléncia cardiaca (OLIVEIRA; CAMPOS, 2009; PALPANT,;
METZGER, 2010).

Apos o0 dano isquémico ocorre uma intensa e indiscriminada perda celular,
gerando uma liberacéo sistémica e local de mediadores inflamatérios, que pode ser
observada devido a presenca de area hiperémica préxima ao local de obstrucédo da
coronéria (Figura 2). A quantidade de mediadores liberada é proporcional a extensao
da area lesada; eles sao responsaveis pelo recrutamento de células inflamatérias
para a regido acometida, visando processo de reparagdo (HONOLD et al., 2004,
RAUBER; DALMAZ, 2006; OLIVEIRA; CAMPOS, 2009). Os cardiomiocitos
submetidos a um menor grau de isquemia sofrem morte celular por apoptose. Com a
diminuicdo da inflamagdo aguda, ocorre o reparo a longo prazo e o processo de
cicatrizacdo (HONOLD et al., 2004; OLIVEIRA; CAMPQOS, 2009). A presenca de
grande numero de fibroblastos no local leva a deposi¢céao de colageno e formacgéo de
areas extensas de fibrose. Esse conjunto de eventos que ocorre apés o dano
isquémico é chamado de remodelamento ventricular, que depois de instalado leva a
diminuicdo da funcdo ventricular esquerda (OLIVEIRA; CAMPOS, 2009). Na maioria

das vezes os cardiomiocitos ndo se regeneram e a insuficiéncia cardiaca pode ser
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1 uma das complicagdes (SOUZA et al., 2004; OLIVEIRA; CAMPOS, 2009). Alguns

2 autores classificam o coracdo como um orgdo terminalmente diferenciado, ou seja,
3 possui capacidade limitada de regeneracdo tecidual (DANOVIZ et al., 2010;
4 PALPANT; METZGER, 2010).

5

6

7

8 Figura 1 - Coragao de mini porco. Note-se local onde foi realizada a ligadura do ramo diagonal da coronaria
9 paraconal (seta) e abaixo desse local area de isquemia do miocardio (circulo). Setor de Clinica Cirtrgica de

10 Pequenos Animais do Hospital Veterinario/UENF, 2012.
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Figura 2- Coragdo de mini porco. Note-se a presenca de area hiperémica (indicada pelo circulo) préxima ao
local onde foi realizada a ligadura ramo diagonal da coronaria paraconal (seta). Setor de Clinica Cirurgica de
Pequenos Animais do Hospital Veterinario/UENF, 2012.

Tratamentos farmacol6gicos ndo sdo eficazes para substituir a cicatriz
miocardica por cardiomiocitos contrateis, permitindo o desenvolvimento da
insuficiéncia cardiaca. Novas pesquisas visam o emprego da terapia celular na
cardiologia, por proporcionar multiplicacdo de cardiomiécitos funcionais e saudaveis,
a angiogénese, controle da apoptose e fibrose e a modulagcdo da resposta
inflamatodria, gerando uma regeneracdo bem sucedida do coragdo infartado,
diminuindo os efeitos danosos do processo isquémico (SOUZA et al., 2004,
OLIVEIRA; CAMPOS, 2009).
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2.3 CELULAS TRONCO

2.3.1 CONCEITOS E CLASSIFICACAO

O termo células tronco, do inglés stem cell, diz respeito a células que
possuem caracteristicas de autorrenovacao, séo indiferenciadas, com capacidade
de diferenciacdo em diversos tipos celulares e reconstituicdo funcional de
determinados tecidos (BOCCHI; FERREIRA, 2005; SOUZA et al., 2010; ZUK, 2010;
XIE et al., 2011). Podem dar origem a uma variedade de tipos teciduais como 0sso0s,
tenddes, cardiomidcitos, tecido adiposo, muscular, neuronal, entre outros (BOCCHI;
FERREIRA, 2005; ZUK, 2010

A classificacdo das células tronco é proposta de maneira diversificada por
muitos autores no mundo todo, a mais utilizada € aquela que classifica as células de
acordo com a sua potencialidade e do tipo de tecido do qual ela se origina. Podendo
ser classificadas em: 1) totipotentes; 2) pluripotentes; 3) multipotentes; 4)
oligopotentes e 5) unipotentes, que originam uma linhagem celular.

Totipotentes: células que, quando isoladas, sdo capazes de gerar por si sO
outro individuo completo, incluindo os tecidos placentéarios. Ex: células embrionéarias

na fase de moérula, quando o embrido € composto de 8 a 16 células.

Pluripotentes: capazes de se diferenciar em todos os tecidos do corpo
humano, exceto nos anexos embrionario, ou seja, podem dar origem a linhagens
dos 216 diferentes tipos de tecidos que formam o corpo humano. Ex: células
embrionarias na fase de blastocisto, com 72h. As células tronco pluripotentes séo as
Unicas capazes de se diferenciarem in vitro, de modo inerente e espontaneo, em

células das trés linhagens germinativas.

Multipotentes: possuem potencial de diferenciagdo mais restrito, limitado a
apenas alguns tipos celulares. E encontrada em estagios posteriores do
desenvolvimento fetal e que persistem ap0s o nascimento. Também chamadas de
células tronco adultas. Ex: células da medula 6ssea, do corddo umbilical e as células
tronco de tecido endotelial, adiposo, dentario, etc.
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Oligopotentes : que se diferenciam em poucas células de um mesmo folheto

embrionario.

Unipotentes: capazes de gerar s6 um tipo de célula, responsaveis pela
regeneracao de tecidos particulares. Exemplo: células da camada germinativa da
epiderme, eritroblastos, células do fundo das criptas de Liberkham no duodeno,
espermatogobnicas no testiculo, etc.

Quando classificadas sob o ponto de vista morfoldégico, de origem, séo
chamadas: 1) Embrionarias, que séo células tronco totipotentes; 2) Células tronco
adultas ou somaticas, sendo pluripontentes (BOCCHI; FERREIRA, 2005; MOZID et
al., 2011).

Embrionarias: como o proprio nome diz, sdo aquelas isoladas do embrido.
Elas constituem a massa celular interna do blastocisto. O que estabelece seu
potencial de diferenciacéo é a fase em que se encontra o embrido quando as células
sao isoladas. Por isso, quanto mais jovem o embrido, mais indiferenciadas seréo

suas células.

Adultas ou Somaticas: sdo células multipotentes encontradas na medula
0ssea, sangue de corddo umbilical, sangue periférico, polpa dentéria, alguns 6rgdos
(ex. pancreas e figado) e diversos outros tecidos do corpo humano (ex. tecido
adiposo, pele, etc.). Células tronco adultas estdo presentes em todos os tecidos do
organismo, incluindo o tecido nervoso, as quais tém a funcdo de repor as células
lesionadas ou que se degeneram durante a vida do individuo. Nos tecido, essas
células estao, localizadas em sitios especificos, chamados “nichos”, que sao
diferentes para cada tipo de tecido, porem geralmente se encontram aderidos a
membrana basal em areas protegidas (CHA; FALANGA, 2007).

Com o uso de células tronco provenientes de diferentes fontes, tém sido
possivel reverter quadros patoldgicos que antes eram considerados irreversiveis,
mostrando efeitos benéficos no desempenho ventricular apos infarto do miocardio
(KALIL et al., 2002; RAUBER; DALMAZ, 2006).

O uso das células tronco embrionarias (pluripotentes) para certas doencas e

terapias celulares é enorme, porém, envolve diversas questbes éticas,

principalmente em relagdo ao embrido humano, e seu uso tem sido associado com a
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formacao de tumores (RAUBER; DALMAZ, 2006), mais especificamente, o teratoma.
Também ha evidéncia da inducdo de tumores (sarcoma) pelas células tronco
mesenquimais implantadas em camundongo (XIE et al., 2011), por iSSo € necessario
um maior numero de investigacdes a fim de evitar essa ocorréncia. O fato da célula
tronco adulta ou do corddo umbilical poderem causar a formacdo de teratomas, ou
outros tipos de tecidos indesejados € pouco estudado, entretanto esta possibilidade
deve ser considerada caso seja utilizada a terapia com células tronco (SOUZA et al.,
2010).

As células tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo séo
especialmente atrativas devido a sua facil obtengcdo em grandes quantidades em
uma Unica coleta, a grande freqiiéncia (0,5%) e a rapida expansao in vitro. Estas
células constituem uma populacéo heterogénea e dependendo da fonte da qual séo
obtidas apresentam diferentes expressdes génicas (SOUZA et al., 2010), por isso
nos ultimos 3 anos tem recebido maior atencdo das pesquisas do que as células

coletadas da medula 6ssea.

2.3.2 CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS

As células tronco mesenquimais sdo de especial interesse na terapia celular
por apresentarem uma maneira relativamente mais simples de serem coletadas e
isoladas quando comparadas as demais. Além disso, possuem a plasticidade de
células multipotentes, com a capacidade de se diferenciarem em tecido 0sseo,
cartilaginoso, adiposo, muscular, epitélio e, mais recentemente, neural (MONTEIRO
et al., 2009; MOZID et al., 2011), e capacidade de autorrenovagdo (BUDLOWSKI,
2009; OLIVEIRA; CAMPOS, 2009; ZUK, 2010), ou seja, sao capazes de se
multiplicar, mantendo seu estado indiferenciado (BUDLOWSKI, 2009) e estéao
presentes em regides perivasculares (MONTEIRO et al., 2009). Embora sua
capacidade de diferenciacédo seja mais limitada que as células tronco embrionarias,
elas apresentam algumas vantagens, como facilidade de isolamento, capacidade de
propagacédo em cultura e de ndo serem imunogénicas (BUDLOWSKI, 2009;
DANOVIZ et al., 2010; MOZID et al., 2011).
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Tradicionalmente sado isoladas da medula 6ssea, porém em 2002 uma equipe
de pesquisas da Universidade da Califérnia, publicou um artigo onde caracterizou
uma nova linhagem de células tronco derivadas de tecido adiposo, classificadas
como células tronco mesenquimais adiposo derivadas (PALPANT; METZGER, 2010;
ZUK, 2010). O tecido adiposo € uma fonte abundante e facilmente disponivel de
células tronco com propriedades adequadas a reparacédo tecidual (DANOVIZ et al.,
2010; XIE ET AL., 2011). Também sao encontradas no corddo umbilical, tecido
sinovial (MONTEIRO et al., 2009; OLIVEIRA; CAMPOS, 2009; SOUZA et al., 2010),
periésteo, tecido muscular esquelético, 6rgaos parenquimatosos (MONTEIRO et al.,
2009), e com menor frequéncia, no sangue periférico de adultos. Ou seja, essa
linhagem de células tronco pode ser encontrada em quase todos os 6rgédos do corpo
(SOUZA et al.,, 2010). Possuem grande potencial de diferenciagdo em diversas
linhagens celulares, incluindo osteoblastos, adipdécitos, hepatdcitos, renais e
condrdcitos (BOCCHI; FERREIRA, 2005; GUARITA-SOUZA et al., 2005; ANGELI;
OLIVEIRA, 2007; MONTEIRO et al., 2009; PALPANT; METZGER, 2010; SOUZA et
al., 2010, ZUK, 2010; XIE et al., 2011).

As células tronco mesenquimais possuem a caracteristica de diferenciacdo
meio dependente, ou seja, adquirem as caracteristicas das células com que estédo
em contato (SOUZA et al., 2004; MOZID et al., 2011). Sua diferenciacdo em
cardiomidcitos tem sido observada em culturas especificas e apds injecdo em
miocardio sadio ou isquémico de animais (BOCCHI; FERREIRA, 2005; RAUBER,;
DALMAZ, 2006; ANGELI; OLIVEIRA, 2007; OLIVEIRA; CAMPOS, 2009). Além do
seu potencial angiogénico (BOCCHI; FERREIRA, 2005; GUARITA-SOUZA et al.,
2005).

Em decorréncia da facilidade em se dividir e proliferar, sdo células
responsaveis pela manutencdo e renovacdo dos tecidos mesenquimais adultos,
incluindo o musculo cardiaco (OLIVEIRA; CAMPOS, 2009; SOUZA et al., 2010).
Esse tipo celular apés entrar em contato com o tecido lesado desencadeia uma
sequéncia complexa de eventos, na tentativa de restaurar a integridade da area
lesada (DOHMANN et al., 2005; MONTEIRO et al., 2009).

O principal mecanismo é desencadeado apés a aplicagdo no local da leséo,

momento em que as células iniciam a producdo de fatores de crescimento



=

© 0 N o u b~ w N

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27
28
29

30
31
32

30

reparadores. Além disso, elas podem suprimir a inflamacgéo local e repor células
danificadas (OLIVEIRA; CAMPOS, 2009; SOUZA et al., 2010). Por ultimo, séo
capazes de contribuir para a criagdo de um ambiente favoravel ao reparo de tecido
cardiaco endogeno (SOUZA et al., 2004; SOUZA et al., 2010). Possuem capacidade
de se acumular ao redor de processos inflamatérios e tumorais, por isso podem ser
utilizadas como terapia regenerativa e terapia génica, sendo alvo de pesquisas
também na area de oncologia e onco-hematologia (BOCCHI; FERREIRA, 2005;
ANGELI; OLIVEIRA, 2007; SOUZA et al., 2010). Estudos descrevem seu potencial
imunomodulador (MONTEIRO et al., 2009).

Sao trés os mecanismos ja estabelecidos através dos quais as células tronco
mesenquimais atuam no miocardio: regeneracao dos cardiomiocitos, vasculogénese
e efeito paracrino (HONOLD et al., 2004; MONTEIRO et al., 2009; SOUZA et al.,
2010; MOZID et al., 2011). Elas secretam uma variedade de citocinas e fatores de
crescimento que possuem tanto atividade paracrina quanto autécrina. Quando
injetadas no miocardio isquémico, proliferam-se e transdiferenciam-se em
cardiomidécitos ou fundem-se com os cardiomiécitos nativos a fim de regenerar o
miocardio perdido (GUARITA-SOUZA et al.,, 2005; RAUBER; DALMAZ, 2006;
SOUZA et al., 2010). Reduzindo a area de fibrose no miocéardio isquémico, apoés
infarto agudo do miocardio (HONOLD et al.,, 2004; DOHMANN et al., 2005;
GUARITA-SOUZA et al., 2005), recuperando a funcdo contratil do ventriculo
(GUARITA-SOUZA et al., 2005).

Diversas variaveis influenciam nos resultados de estudos pré-clinicos e
clinicos, onde foram utilizadas as células tronco mesenquimais, tais como momento
da injecao das células, numeros de células injetadas e sitio de aplicacdo (SOUZA et
al., 2010; MAYORGA et al., 2009). Alguns estudos demonstram que a aplicacao
precoce ap0s um evento isquémico resulta em melhores indices de fixacéo, ou seja,
guando mais agudo o processo isquémico, ou quanto mais vascularizada a regiao
afetada, mais intensa e efetiva serd a resposta das células tronco mesenquimais
(BOCCHI; FERREIRA, 2005; MONTEIRO et al., 2009).

As células tronco mesenquimais adiposo derivadas podem alterar a matriz
extracelular, resultando em efeitos favoraveis no remodelamento pds-infarto do

miocardio. Promovem o decréscimo da fibrose e da apoptose, o que diminui a
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dilatacdo ventricular esquerda, aumenta a espessura miocardica e melhora a
contratilidade cardiaca, além de aumentar a densidade capilar, levando a uma
melhora na funcinalidade do érgédo (SOUZA et al., 2004; RAUBER; DALMAZ, 2006;
OLIVEIRA; CAMPQOS, 2009; SOUZA et al., 2010).

A administracdo das células tronco mesenquimais pode ser realizada pela via
intravenosa, intraperitoneal, intracoronariana ou intramiocardica (DOHMANN et al.,
2005; SOUZA et al., 2010; MOZID et al., 2011). Segundo alguns autores a via
intravenosa € a menos invasiva, porém menos eficaz, considerando que seria
necessaria varias aplicagcbes para que a quantidade de células tronco na area
lesada fosse adequada, além da possibilidade de deposicdo em outros orgaos
(RAUBER; DALMAZ, 2006; SOUZA et al., 2010). Sendo assim, as vias intracardiaca
ou intramiocardica e intracoronariana, por atingirem o local da lesdo mais
rapidamente proporcionam melhor efeito (HONOLD et al., 2004; BOCCHI,
FERREIRA, 2005; OLIVEIRA; CAMPOS, 2009; SOUZA et al, 2010). A via
intracardiaca é preferida em casos de obstrucdo coronariana (miocardiopatia
isquémica) (BOCCHI; FERREIRA, 2005; MOZID et al., 2011). A aplicacao pela via
intracoronariana € similar a técnica de angioplastia coronariana (MOZID et al., 2011).

Alguns autores demonstraram a presenca de oclusdes microvasculares apos
infusdo das células tronco mesenquimais adiposo derivadas, associando o tamanho
das células ao risco de obstrucao do fluxo (ANGELI; OLIVEIRA, 2007; SOUZA et al.,
2010). Ou seja, o proprio produto a ser injetado pode ser causa de
tromboembolismo, gerando uma segunda lesdo isquémica no miocardio infartado
(ANGELI; OLIVEIRA, 2007; CAMPOS, 2009; SOUZA et al., 2010). Bocchi e Ferreira
(2005) relatam a ocorréncia de formacao de ilhotas de células com suprimento
sanguineo limitado no miocardio isquémico, quando este recebe aplicacdo direta de
células tronco mesenquimais adiposo derivadas, podendo comprometer a sobrevida

dessas células.
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2.4 TERAPIA CELULAR

A terapia celular tem-se mostrado muito promissora como opg¢ado de
tratamento das doencas cardiovasculares agudas e cronicas (DOHMANN, 2004;
LEITE; DOHMANN, 2004; OKAMOTO; CAMPOS, 2004; RAUBER; DALMAZ, 2006;
OLIVEIRA; CAMPOS, 2009), para a reposicdo de células danificadas por células
cardiacas saudaveis e para a angiogénese, a fim de repor a perda celular (LEITE;
DOHMANN, 2004; OKAMOTO; CAMPOS, 2004; RAUBER; DALMAZ, 2006). Apesar
da incerteza em relagcdo ao mecanismo pelo qual a terapia celular melhora a funcéao
cardiaca e regenera a sua anatomia, a traduc¢do dos achados obtidos em laboratorio
para o cenario clinico vem ocorrendo aceleradamente (OKAMOTO; CAMPOS, 2004;
ANGELI; OLIVEIRA, 2007). Entretanto, devido a controvérsias politicas e éticas que
cercam o uso de células tronco embrionérias, 0s pesquisadores procuram direcionar
suas atencbes em fontes de células tronco multipotentes pés-natais (KWAN et al.,
2007).

Apés a realizacdo dos varios estudos comecam a aparecer 0S primeiros
resultados apontando a eficacia dessa terapia (GUARITA-SOUZA et al., 2005;
RAUBER; DALMAZ, 2006), onde pacientes apresentam melhora significativa dos
sintomas, da capacidade funcional e da funcéo global do ventriculo esquerdo, nos
casos de infarto agudo do miocardio (DOHMANN et al., 2005; GUARITA-SOUZA et
al., 2005), atenuando os danos causados ao coragcdo em decorréncia da inflamacéo,
isquemia, hipertensdo ou doenca arterial coronaria, reduzindo a morbidade e
mortalidade (HONOLD et al.,, 2004; OKAMOTO; CAMPQOS, 2004; PALPANT;
METZGER, 2010).

Essa terapia consiste na utilizagdo de células tronco diretamente no foco de
lesdo ou recrutadas a ele mediante estimulacdo da sintese de moléculas
guimiotaticas, buscando restaurar o funcionamento de tecidos e orgdos atraves da
protecdo da integridade celular ou reposicdo de células danificadas por células
sadias, reparando a lesdo inicial (OKAMOTO; CAMPOS, 2004; BOCCHI,
FERREIRA, 2005; BUDLOWSKI, 2009; OLIVEIRA; CAMPOS, 2009), reduzindo a
deposicao de colageno e formacgéao de cicatriz (HONOLD et al., 2004).
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Nos EUA, onde a legislagcdo permite patentear linhagens celulares e
tecnologias que envolvam o uso de células tronco, ja foram concedidas mais de
2.000 patentes relevantes para uso em doencas e ha mais de 100 companhias que
detem patentes relacionadas ao uso de células tronco em humanos. Se algumas
destas linhagens patenteadas se tornar uma terapia, nos veremos na situacao de ter
que pagar para utilizar estas células. Por outro lado, no Brasil a legislacdo nao
permite patentear estas células, o que significa que qualquer terapia aqui gerada
seria gratuita para os pacientes (MENDEZ-OTERO et al. 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO

Ensaio experimental pré-clinico.

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados mini porcos da linhagem Minipig Brl (MARIANO, 2003),
produzidos no Brasil pela empresa Minipig Pesquisa e Desenvolvimento. Os animais
foram mantidos Unidade de Experimentacdo Animal da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro, com as condi¢cbes de alimentacdo, iluminagcédo e
higiene preconizadas pelos produtores (Figura 3) e utilizados quando adultos com

peso entre 60 e 70 kg (Figura 4).

—

Figura 3 - Pocilga. Note-se local amplo, arejado, com boa iluminagdo onde os animais foram mantidos
durante todo o experimento. Unidade de Experimenta¢ao Animal da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro /JUENF, 2012,
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Figura 4 — Baia. Animais em recuperag¢ao anestésica apos procedimento cirurgico. Unidade de
Experimentac¢do Animal da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro /JUENF, 2012.

3.3 PROTOCOLO ANESTESICO

Cada um dos animais recebeu medicacdo pré anestésica com cloridrato de

acepromazina, na dose de 0,2mg/kg™, pela via intramuscular.

Vinte minutos apés a administracdo da medicacao pré anestésica foi realizada
a cateterizacdo da veia auricular pela introducdo de cateter calibre 20 Gauge (24G)
(BD-Insyte-Becton Dickson ind. Cirurgicas —11 Ltda), apds antissepsia da regido

com alcool (Figura 5).

Por esta via procedeu-se a inducdo da anestesia com a combinacdo
propofol/tiopental sddico na proporcdo de 1:1, homogeneizados em seringa de 20
ml, administrados sobre a forma de dose efeito. Os animais permaneceram sob
anestesia com propofol + tiopental sédico durante o exame de ecocardiografia pré

cirurgico. Isso se manteve até o momento cirargico.

Apos o exame o animal foi colocado em decubito dorsal, com auxilio de um
laringoscopio, realizou-se a entubacao traqueal. Ao tubo endotraqueal foi acoplado o
sistema fechado de anestesia inalatoria, por onde o animal recebeu o anestésico
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isoflurano com oxigénio (Figura 6). Permaneceram sob anestesia inalatério até o

final do procedimento cirdrgico.

Figura 5 — Orelha de mini porco. Local da canulagido da veia auricular (seta), para posterior aplicacdo de
anestésico. Setor de Clinica Cirargica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario/UENF, 2012.

Figura 6 — Mini porco anestesiado. Animal apds entubagdo endotraqueal, tubo endotraqueal acoplado ao
aparelho de anestesia inalatdria. Setor de Clinica Cirurgica de Pequenos Animais do Hospital
Veterinario/UENF, 2012.
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3.4 MODELO DE MIOCARDIOPATIA ISQUEMICA

Através de toracotomia esquerda na altura do 5° espaco intercostal esquerdo
(Figuras 7 e 8) induziu-se o infarto agudo do miocardio através da ligadura do ramo
diagonal da coronaria paraconal (em humanos a coronaria descendente anterior)
com fio prolene 6-0 (Figuras 9, 10 e 11). A realizacdo bem-sucedida do infarto foi
verificada pela observacdo do desenvolvimento de uma cor palida no miocardio

correspondente.

Figura 7 —Mini porco em decubito lateral direito. Incisdo de pele com auxilio de bisturi elétrico, no 52 espago
intercostal esquerdo, para acesso ao coragao. Setor de Clinica Cirurgica de Pequenos Animais do Hospital
Veterinario/UENF, 2012.
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Figura 8 — Térax de mini porco. Exposi¢ao do coragdao com auxilio de um afastador de Finocheto, apés
toracotomia esquerda. Setor de Clinica Cirdrgica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario/UENF, 2012.

Figura 9 — Coragdo de mini porco. Inicio do procedimento de ligadura do ramo diagonal da corondria
paraconal com fio prolene 6-0. Setor de Clinica Cirurgica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario/UENF,
2012.
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Figura 10 - Coragao de mini porco. Final do procedimento de ligadura do ramo diagonal da coronaria
paraconal com fio prolene 6-0. Setor de Clinica Cirurgica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario/UENF,
2012.

Figura 11 - Coragao de mini porco. Ligadura do ramo diagonal da coronaria paraconal com fio prolene 6-0
(destacada pelo circulo amarelo). Setor de Clinica Cirtirgica de Pequenos Animais do Hospital
Veterinario/UENF, 2012.
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Apo6s o procedimento, os animais foram mantidos em ambiente apropriado
para recuperacao, por 4 semanas. No pds operatdrio receberam antibioticoterapia
de amplo espectro durante 7 dias e antiinflamatorio ndo estereoidal durante 5 dias,
ambas medicagbes por via intramuscular. A ferida cirargica (Figura 12) foi
higienizada, com solugdo salina estéril e aplicado spray de sulfadiazina de prata

duas vezes ao dia até total cicatrizacao.

Figura 12 — Mini porco. Animal em decubito lateral direito, local da sutura apds toracotomia esquerda no 52
espaco intercostal esquerdo (circulo). Setor de Clinica Cirtrrgica de Pequenos Animais do Hospital
Veterinario/UENF, 2012.

3.5 PROTOCOLO DE POCESSAMENTE CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS
ADIPOSO DERIVADAS

As células tronco mesenquimais adiposo derivadas foram obtidas de tecido
adiposo submentoniano, mediante coleta através de procedimento cirdrgico sob

anestesia (Figura 13).
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Figura 13 — Mini porco. Sequéncia do procedimento de coleta do tecido adiposo. (A) Divulsdo da pele; (B)
Elevagdo da pele, exposi¢do do tecido adiposo; (C) Remogdo do tecido adiposo; (D) Sutura na regido da
coleta. Setor de Clinica Cirargica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario/UENF, 2012.

Apés a coleta os fragmentos de tecido adiposo foram acondicionados em
tubos Falcon (50 mililitros) com meio DMEM (Meio de Eale e Dulbecco modificado),
além de penicilina e estreptomicina (Figuras 14 e 15). As amostras foram enviadas
ao laboratério de Cardiologia Molecular e Celular, do Setor de Medicina
Experimental do Instituto de Cardiologia de Porto Alegre, RS, onde as células foram
isoladas e cultivadas em meio DMEM, suplementado com 15% de soro fetal bovino
em 5% de injecdo de CO, a 37° C até a 42 passagem, de acordo com o protocolo de
colagenase, seguindo metodologia previamente estabelecida (MEIRELLES, NARDI,
2003).
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Figura 14 - Fragmentos de tecido adiposo submentoniano de mini porco, apds procedimento de coleta. Setor
de Clinica Cirurgica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario/UENF, 2012.

-

Figura 15 — Fragmento de tecido adiposo de mini porco acondicionado em tudo Falcon contendo meio
DMEM. Setor de Clinica Cirurgica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario/UENF, 2012.

Quando alcancaram a “quarta passagem” ( a passagem € necessaria para

gue se obtenha uma cultura "limpa”, ou seja, sem contamina¢des com outros tipos
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celulares, como hematopoiéticas, granuldcitos, etc, é quando as células atingem
confluéncia — preenchimento da area de cultivo), o material retornou a Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), e no Laboratério da Unidade
de Experimentagcdo Animal do Hospital Veterinario/UENF, foram realizadas duas
lavagens com solucdo salina estéril, sendo que na ultima lavagem foi adicionado
0,02% de soro extraido de 10 mililitros de sangue de 01 individuo (mini porcos) do
grupo tratado. O objetivo da adicdo do soro foi fazer com que as células tronco
mesenquimais adiposo derivadas se adaptassem as proteinas contidas no sangue

dos mini porcos previamente.

Ao termino deste processo conseguimos atingir um numero de células tronco
mesenquimais adiposo derivadas entre 5x10° e 1x10" células por mililitro de solucédo
salina, que foram injetadas no local da lesdo isquémica do miocardio dos individuos
do grupo tratado. Como a coleta da gordura foi realizada em apenas 01 animal, e as
células, injetadas em todos os animais, classifica-se a terapia celular como

heterdloga (01 individuo doou para todos os individuos do grupo).

3.6 PROTOCOLO DE TERAPIA CELULAR

Logo apés a inducéo do infarto, realizou-se a inje¢do de 1ml de solucéo salina
pura ou contendo células tronco mesenquimais adiposo derivadas, de acordo com o
grupo de tratamento, em 10 pontos (aproximadamente 0,2ml em cada ponto) ao
redor da area de miocardio infartado. Foi utilizada agulha Butterfly 25F acoplada a
seringa de 3ml (Figura 16). Os animais foram divididos em 2 grupos, a saber:

e Grupo 1) Controle, que recebeu solugdo salina com 0,02% de soro

suino;

e Grupo 2) Tratado, que recebeu solucdo contendo células tronco

mesenquimais adiposo derivadas, sendo 5 x 10° céls/ml.

Cada grupo experimental foi composto por 8 animais. Devido a fatores

externos ao experimento, 01 animal do grupo tratado veio a Obito, passando este
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grupo a ser composto por 7 animais. Sendo entdo, o grupo controle composto por 8

animais e o grupo tratado por 7 animais.

Figura 16 — Coragdo de mini porco. Momento da aplicagdo da terapia celular, ao redor do local onde foi
realizada a oclusdo da corondria, com auxilio de agulha Butterfly 25F acoplada a seringa de 3 ml. Setor de
Clinica Cirdrgica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario/UENF, 2012.

3.7 AVALIACAO DA FUNCAO CARDIACA

Os animais foram avaliados por ecocardiografia transtoracica em trés
momentos diferentes, imediatamente antes e apds a inducdo da isquemia
miocardica, e repetido 4 semanas ap6s o procedimento cirirgico, imediatamente
antes do procedimento de eutanasia. O exame ecocardiografico foi realizado com os
animais anestesiados e posicionados em decubito lateral esquerdo, em uma mesa
apropriada para o posicionamento do transdutor no hemitérax esquerdo do animal
(Figura 17). As medidas ecocardiograficas seguiram as recomendacdes do Comité
de Padronizacdo do Modo M da Sociedade Americana de Ecocardiografia e as
imagens foram feitas a uma frequiéncia de 13,0 MHz, para otimizacdo da resolucéo e
a penetracdo do animal. Para registro das imagens utilizou-se gel de transmisséo

para ultrassom de viscosidade média/alta. A partir da visualizacao do ventriculo
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esquerdo (corte transversal) ao nivel dos musculos papilares foi realizado o modo M
e obtidas as medidas das seguintes variaveis: diametro diastélico e sistolico do
ventriculo esquerdo e area acinética. A variavel fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo foi obtida a partir do método de Simpson modificado, uma vez que é um
método mais fidedigno para coracdes infartados do que aqueles obtidos apenas a

partir do modo-M.

Figura 17 — Exame ecocardiografico em mini porco. Realiza¢cdo do exame de ecocardiografia, animal sob
efeito de anestesia endovenosa, em decubito lateral direito. Setor de Clinica Cirtirgica de Pequenos Animais
do Hospital Veterinario/UENF, 2012.

3.8 EUTANASIA

Os animais foram submetidos a anestesia geral profunda com administracédo
de tiopental sédico intravenoso, seguido de “sangria branca” da veia jugular e artéria

carétida, respeitando os principios éticos da experimentacao animal.

A eutanasia foi realizada 4 semanas apo0s a inducéo do infarto.
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3.9 AVALIACOES MORFOLOGICA E HISTOPATOLOGICA

Apés a eutanasia, o coracdo foi coletado, lavado e fixado em solucdo de
formol tamponado neutro a 10%. Apos fixado, realizou-se a coleta de 4 amostras,
sendo elas, fragmento de ventriculo esquerdo lesado e nao lesado, ventriculo direito
lesado e nado lesado. Estas entdo foram encaminhadas ao Setor de Morfologia do
Laboratorio de Morfologia e Patologia Animal/lUENF, dispostas em histossetes
plasticos para posterior processamento. O processamento consistiu-se em
desidratacdo, diafinizacdo e parafinizacdo do tecido analisado. O material foi incluido
em blocos de parafina e foram realizados cortes histologicos em microtomo semi
automatico (5m). As amostras foram coradas em hematoxilina-eosina (Figuras 18 e
19) para posterior avaliacdo das alteracdes: degeneracédo hidrépica difusa, processo
inflamatorio difuso, necrose tecidual e aderéncia pericardio. Na avaliacao

macroscopica foi observada presenca de aderéncia do pericardio (Figura 20).

Figura 18 — Corte histoldgico do coragdo de mini porco. Miocardidcitos com degenerag¢ao hidrépica porém
viaveis (seta). Na parte inferior da figura presenca de congestao (circulo), parte do processo cicatricial.
Coloragdo hematoxilina-eosina em aumento de 40X. Setor de Morfologia do Laboratério de Morfologia e
Patologia Animal/UENF, 2012.
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Figura 19 - Corte histoldgico do coragcdo de mini porco. Degeneracdo hidrépica difusa leve (seta), moderada
na regido pericardica e endocardio (seta azul). Processo inflamatério mononuclear difuso moderado.
Infiltrado gorduroso difuso leve. Congestao vascular difusa leve. Foco de necrose na regido de endocardio
(circulo). Coloragdo hematoxilina-eosina em aumento de 40X. Setor de Morfologia do Laboratério de
Morfologia e Patologia Animal/UENF, 2012.

Figura 20 — Coragdo de mini porco. Cora¢do no momento da coleta apds procedimento de eutanasia.
Presenca de aderéncia do pericardio (seta amarela). Setor de Morfologia do Laboratério de Morfologia e
Patologia Animal/UENF, 2012.



a v b~ W

~N

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

48

4 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizado um estudo das fontes de variagéo (grupo/tratamento) aplicando
analise de variancia (ANOVA), utilizando o programa The Statistical Analysis System
(SAS). Em seguida foi realizado o teste de médias, Duncan com confiabilidade de

5%, nas variaveis do estudo, utilizando o programa Genes.

Para analisar tempo cirlrgico e alteracdes histopatoldgicas, foi utilizada a

estatistica descritiva.
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5 COMITE DE ETICA

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
de Cardiologia do Rio Grande do Sul/Fundacdo Universitaria de Cardiologia (Anexo
1). Os experimentos observam as praticas adequadas de manipulacdo de animais,

de acordo com a literatura especializada.
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6 RESULTADOS

O protocolo anestésico proposto mostrou-se satisfatério, permitindo a
realizacdo de todos os procedimentos com seguranca, desde a cateterizacdo da
veia auricular até a realizacdo do procedimento de inducdo da miocardiopatia

iIsquémica.

O acesso a cavidade toracica utilizando a técnica de toracotomia na altura do
5° espaco intercostal esquerdo mostrou-se adequada e suficiente para a
visualizacdo do coracdo, permitindo facil acesso ao local onde foi realizada a
ligadura do ramo diagonal da coronaria paraconal para a inducdo da miocardiopatia

isquémica.

Neste experimento, 2 animais do grupo controle apresentaram alteracdes
cardiorespiratorias durante o procedimento cirdrgico. Sendo que 01 animal
apresentou fibrilacdo atrial esquerda, durante a inducdo da miocardiopatia
isquémica, e o0 outro apresentou parada cardiorespiratéria, ao final do procedimento
antes do fechamento do térax, apds a realizacdo de manobras de ressuscitacao

cardiopulmonar, o animal sobreviveu.

Todos os animais retornaram de maneira satisfatéria do procedimento
anestésico. Apos doze horas da realizacdo do procedimento cirdrgico, todos o0s
animais estavam completamente recuperados da anestesia, apresentando

normorexia e normodipsia.

Ao longo dos trinta dias de pdés cirdrgico os animais foram avaliados
diariamente, sendo observado que nenhum animal apresentou sinais clinicos a curto
ou a longo prazo, que caracteriza-se efeito deletério da miocardiopatia isquémica,
como por exemplo apatia, anorexia, alteragdes respiratorias. Nao foram observadas
complicagBes ou alteracdes comportamentais relacionadas a ferida cirurgica (dor,

deiscéncia de sutura, etc...).

Serdo apresentados a seguir os resultados em relacdo ao tempo cirdrgico,
avaliacdo ecocardiografica e avaliacao histopatologica.
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6.1 TEMPO CIRURGICO

Foi considerado como tempo cirargico o periodo entre a incisdo de pele para
realizacdo da toracotomia e o ultimo ponto de sutura do fechamento do torax. No
grupo controle o tempo variou entre 17 e 35 minutos (média de 23,5 minutos). No
grupo tratado com células tronco mesenquimais adiposo derivadas o tempo cirdrgico
variou de 17 a 40 minutos (média de 28,28 minutos). Os tempos cirargicos de cada
animal dentro de seu respectivo grupo serdo apresentados nas tabelas a seguir
(Tabelas 1 e 2).

Tabela 1: Tabela com o tempo cirargico de cada individuo do grupo controle e a média dos tempos.

Grupo Controle
Animal 1 2 3 4 5 6 7 8 Média
Tempo cirdrgico(min) 30 25 21 18 23 19 35 17 23.5

Tabela 2: Tabela com o tempo cirdrgico de cada individuo do grupo tratado com células tronco

mesenquimais adiposo derivadas e a média dos tempos.

Grupo Tratado
Animal 1 2 3 4 5 6 7 Média
Tempo cirdrgico(min) 40 21 30 35 25 30 17 28,28

6.2 AVALIACAO ECOCARDIOGRAFICA

Através da realizacdo do exame de ecocardiografia transtoracica, em 3
momentos diferentes, sendo, imediatamente antes e apds a inducdo da isquemia
miocardica e repetido 4 semanas apos o procedimento cirurgico, foram avaliadas as
seguintes variaveis: fracdo de ejecao do ventriculo esquerdo, diametro diastolico do

ventriculo esquerdo, didmetro sistélico do ventriculo esquerdo e &rea acinética
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(somente na avaliacdo realizada no pdés operatorio imediato e 4 semanas apoés

procedimento cirdrgico).

6.2.1 ANALISE DE VARIANCIA

O teste de andlise de variancia foi empregado para comparar os dois grupos
(controle/ tratado) com os tratamentos (periodos pré operatorio, pos operatorio
imediato e p6s 30 dias) e as trés variaveis (fracdo de ejecdo, diametro diastélico e
sistélico do ventriculo esquerdo) (Tabela 3). Posteriormente foi avaliado novamente
acrescentando uma quarta variavel (area acinética) (Tabela 4).

Tabela 3: resumo do teste de analise de variancia (ANOVA), comparando os dois grupos ( controle/
tratado) com os tratamento ( periodos pré operatorio, pés operatdrio imediato e pés 30 dias) e as trés

variaveis ( fracdo de ejecdo, didmetro diastolico e sistélico do ventriculo esquerdo).

Quadrado médio

FV GL X, X, Xs
Bloco 7

Grupo 1 233,49™ 7,33*%*  6,23*%*
Tratamento 2 280,96™ 1,51*%  2,49**
GrupoxTratamento 2 85,18"™ 1,03* 0,002™
Residuo 32 6862,7 0,322 0,24
Total 44

CV% 23,22 19,65 11,99
Média 63,06 2,88 4,1

Legenda: ns: ndo significativo; (*) significativo a 5%; (**) significativo a 1%. X, representa a variavel
fracdo de ejegdo; X, variavel diametro sistolico do ventriculo esquerdo e X; variavel diametro

diastolico do ventriculo esquerdo. CV% coeficiente de variacéo.

Dentro da variavel fracdo de ejecao (X;) os fatores grupo e tratamento e sua
interacdo apresentam efeito ndo significativo, ou seja, as médias sdao

estatisticamente iguais, ndo ha efeito significativo de tratamento. Na variavel
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didmetro sistdlico do ventriculo esquerdo (X;) os fatores grupo e tratamento e sua
interacdo apresentam efeito significativo, ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste
F, ou seja, as médias ndo sdo estatisticamente iguais, ha efeito significativo de
tratamento. Analisando a varidvel diametro diastolico do ventriculo esquerdo (X3) 0s
fatores grupo e tratamento apresentam efeito significativo, ao nivel de 1% de
probabilidade pelo teste F, ou seja, as médias ndo sdo estatisticamente iguais, ha
efeito significativo de tratamento. A interacdo grupo x tratamento na variavel
didmetro diastolico do ventriculo esquerdo (X3) apresentou efeito ndo significativo,
ou seja, as meédias sao estatisticamente iguais, ndo h& efeito significativo de

tratamento.

O coeficiente de variacao fornece a variacao dos dados obtidos em relacéo a
média. Quanto menor for o seu valor, mais homogéneos serdo os dados e mais
preciso sera o experimento, ou seja, ndo teve variacdo ambiental. O coeficiente de
variacdo é considerado baixo (considerado bom, apontando um conjunto de dados
bem homogéneos) quando for menor ou igual a 25%, acima deste valor é

considerado alto e caracteriza que o experimento sofreu influéncia do ambiente.

Analisando o coeficiente de variacdo na tabela 3, observamos que a variavel
fracdo de ejecdo (X;) apresentou um maior coeficiente (CV% 23,22) quando
comparado a variavel diametro diastolico do ventriculo esquerdo (X3) (CV% 11,99),
ou seja, a variavel diametro diastolico do ventriculo esquerdo (X3) foi mais
homogénea que a variavel fracdo de ejecao (X1). J& a variavel diametro sistolico do
ventriculo esquerdo (X;) (CV% 19,65) apresentou um valor intermediario entre fracéo
de ejecdo (X;) e variavel diametro diastolico do ventriculo esquerdo (Xs),

considerado um valor bom.
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Tabela 4: resumo do teste de analise de variancia (ANOVA), comparando os dois grupos ( controle/
tratado) com os tratamento ( periodos: pré operatorio, pds operatério imediato e pés 30 dias) e a

quarta variancia (area acinética).

Quadrado médio

FV GL Xa
Bloco 7

Grupo 1 583,4**
Tratamento 1 9,91™
GrupoxTratamento 1 100,98™
Residuo 19 25,83
Total 29

CV% 16,67
Média 30,48

Legenda: ns: ndo significativo; (**) significativo a 1%. X4 representa a varidvel area acinética.

Dentro da variavel area acinética (X4;) o fator grupo apresentou efeito
significativo, ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F, ou seja, as médias nao
sdo estatisticamente iguais, ha efeito significativo de tratamento. O fator tratamento
e a interagdo grupo x tratamento apresentaram efeito ndo significativo, ou seja, as

meédias séo estatisticamente iguais, ndo ha efeito significativo de tratamento

Na tabela 4 observa-se que a variavel area acinética (X4) apresentou um CV%
baixo (CV% 16,67), coeficiente considerado bom, apontando um conjunto de dados

bem homogéneos.
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Figura 21 — Gréfico da relagdo entre dos coeficientes de variagdo das quatro variaveis. Sendo X1
fracdo de ejecdo; X2 diametro do sistdlico ventriculo esquerdo; X3 diametro diastélico do ventriculo

esquerdo e X4 area acinética.

6.2.2 TESTE DE DUNCAM

Para analisar as médias de cada variavel (fracdo de ejecéo, didmetro sistolico
do ventriculo esquerdo, diametro diastélico do ventriculo esquerdo e area acinética),
dentro de cada grupo (controle e tratado) e em cada tratamento (periodo pré
operatorio, pos operatério imediato e pos trinta dias) foi empregado o teste de

comparacao de médias Duncan.
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6.2.2.1 VARIAVEL FRACAO DE EJECAO

Analisando a tabela 5 na horizontal, ou seja, as dados referentes ao grupo 1,
pode-se observar que as meédias nos trés tratamentos (periodos de avaliacdo: pré
operatorio, pos operatério imediato, pos trinta dias do procedimento cirlrgico nao
diferem entre si pelo teste de Duncam a 5% de probabilidade (representado pela

letra “a” mindscula). O mesmo ocorre para o grupo 2.

Tabela 5: Médias da frac@o de ejecdo em dois grupos de animais (controle/tratamento) em diferentes

periodos de avaliagéo.

Fracdo de ejecdo

Grupo/Tratamento 1 2 3
1 63,58 aA 58,48 aA 60,73 aA
2 78,27 aA 57,77 aA 69,32 aA

Legenda: Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha ndo diferem
entre si pelo teste de Duncam a 5% de probabilidade. Grupo 1: grupo controle; grupo 2: grupo
tratado. Tratamento 1: dados avaliados no periodo pré operatério; tratamento 2: dados avaliados no
periodo pos operatério imediato; tratamento 3: dados avaliados no periodo 30 dias apos a inducéo da

miocardiopatia isquémica.

Na analise da tabela 5 na vertical, ou seja, comparando as médias entre os
grupos dentro de cada tratamento (representado por letras maiusculas), é observado
gue as médias dos grupos nao diferem entre si nos trés tratamentos pelo teste de

Duncam a 5% de probabilidade.
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Figura 22 — Grafico ilustrando a comparacdo entre as médias da variavel fracdo de ejecdo dos

grupos controle e tratado, nos 3 tratamentos.

6.2.2.2 VARIAVEL DIAMETRO SISTOLICO DO VENTRICULO ESQUERDO

Analisando a tabela 6 na horizontal, ou seja, as dados referentes ao grupo 1,
pode-se observar que as médias nos trés tratamentos (periodos de avaliacédo: pré
operatorio, pos operatério imediato, pds trinta dias do procedimento cirargico) néo
diferem entre si pelo teste de Duncam a 5% de probabilidade (representados pela
letra “a” minascula). J& no grupo 2, as médias dos tratamentos 1 e 2 diferem entre si
pelo teste de Duncam a 5% de probabilidade (representados respectivamente pelas
letras “b” e “@” mindsculas), porém as médias dos tratamentos 1 e 3 nao diferem
entre si pelo teste de Duncam a 5% de probabilidade (representados
respectivamente pelas letras “b” e “ab” minudsculas). O mesmo ocorre quando
comparamos as médias dos tratamentos 2 e 3 (representados respectivamente

pelas letras “a” e “ab” minuscula).
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Tabela 6: Médias dos diametros sistélicos do ventriculo esquerdo em dois grupos de animais

(controle/tratamento) em diferentes periodos de avaliacéo.

Didmetro sistdlico

Grupo/Tratamento 1 2 3
1 2,32 aA 2,5aA 2,71 aA
2 2,78 bB 3,91 aB 3,24 abB

Legenda: Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna e minuscula na linha néo diferem
entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. Grupo 1: grupo controle; grupo 2: grupo tratado.
Tratamento 1: dados avaliados no periodo pré operatorio; tratamento 2: dados avaliados no periodo
pbés operatorio imediato; tratamento 3: dados avaliados no periodo 30 dias apés a inducdo da

miocardiopatia isquémica.

Quando a tabela 6 € analisada na vertical, ou seja, comparando as médias
entre os grupos dentro de cada tratamento (representado por letras maiusculas “A” e
“B”), é observado que as médias dos grupos diferem entre si nos trés tratamentos
pelo teste de Duncam a 5% de probabilidade.

B Grupo controle

I Grupo tratado

1 2 3

Tratamentos

Figura 23 - Grafico ilustrando a comparacdo entre as médias da variavel didmetro sistdlico do

ventriculo esquerdo dos grupos controle e tratado, nos 3 tratamentos.
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6.2.2.3 VARIAVEL DIAMETRO DIASTOLICO DO VENTRICULO ESQUERDO

Analisando a tabela 7 na horizontal, ou seja, os dados referentes ao grupo 1,
observa-se que as médias dos tratamentos 1 e 2 (representados pelas letras “b” e
“a” minusculas, respectivamente) diferem entre si pelo teste de Duncam a 5% de
probabilidade, o0 mesmo ocorre na comparacado dos tratamento 1 e 3, porém na
comparacgao dos tratamentos 2 e 3 (representados pela letra “a” minuscula) observa-
se gue as médias nao diferem entre si pelo teste de Duncam a 5% de probabilidade.

O mesmo ocorre no grupo 2.

Tabela 7: Médias dos didmetros diastolicos do ventriculo esquerdo em dois grupos de animais

(controle/tratamento) em diferentes periodos de avaliacéo.

Diametro diastélico

Grupo/Tratamento 1 2 3
1 3,26 bA 4,09 aA 3,82 aA
2 4,1 bB 4,87 aB 4,63 aB

Legenda: Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha ndo diferem
entre si pelo teste de Duncam a 5% de probabilidade. Grupo 1: grupo controle; grupo 2: grupo
tratado. Tratamento 1: dados avaliados no periodo pré operatério; tratamento 2: dados avaliados no
periodo pos operatério imediato; tratamento 3: dados avaliados no periodo 30 dias apos a indugéo da

miocardiopatia isquémica.

Na analise da tabela 7 na vertical, ou seja, comparando as médias entre 0s
grupos dentro de cada tratamento (representado por letras maiusculas “A” e “B”), &
observado que as médias dos grupos diferem entre si nos trés tratamentos pelo

teste de Duncam a 5% de probabilidade.
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H Grupo controle

[ Grupo tratado
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Figura 24 - Gréfico ilustrando a comparacédo entre as médias da variavel diametro diastélico do

ventriculo esugerdo dos grupos controle e tratado, nos 3 tratamentos.

6.2.2.4 VARIAVEL AREA ACINETICA

Analisando a tabela 8 na horizontal, ou seja, as dados referentes ao grupo 1,
observa-se que as médias nos dois tratamentos (pds operatdrio imediato, pos trinta
dias do procedimento cirdrgico) ndo diferem entre si pelo teste de Duncam a 5% de
probabilidade (representado pela letra “a” minuscula). O mesmo ocorre para o grupo
2.

Tabela 8: Médias das areas acinéticas em dois grupos de animais (controle/tratamento) em diferentes

periodos de avaliacao.

Area acinética

Grupo/Tratamento 2 3
1 32,5aA 37,08 aA
2 26,94 aB 24,17 aB

Legenda: Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna e minuscula na linha néo diferem
entre si pelo teste de Duncam a 5% de probabilidade. Grupo 1: grupo controle; grupo 2: grupo
tratado. Tratamento 2: dados avaliados no periodo pés operatdrio imediato; tratamento 3: dados

avaliados no periodo 30 dias apos a inducdo da miocardiopatia isquémica.
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Quando a tabela 8 é analisada na vertical, ou seja, comparando as médias
entre os grupos dentro de cada tratamento (representado por letras maiusculas “A” e
“B”), observa-se que as médias dos grupos diferem entre si nos dois tratamentos

pelo teste de Duncam a 5% de probabilidade.

M Grupo controle

Médias

M Grupo tratado

Tratamento

Figura 25 — Gréfico ilustrando a comparacao entre as médias da varidvel area acinética dos grupos

controle e tratado, nos 3 tratamentos.

6.3 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Apés a preparacdo dos cortes histologicos, foram realizadas avaliages
através de microscopia Optica, considerando as seguintes alteracbes, degeneragéo
hidrépica difusa e processo inflamatério difuso, que foram classificadas de acordo

com o grau de severidade em escore 1, 2, 3, necrose tecidual focal ou difusa.
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6.3.1 DEGENERACAO HIDROPICA DIFUSA

Foram avaliados os quatro cortes histolégicos, classificando a presenca de
degeneracédo hidrépica difusa. Os dados serdo apresentados na tabela seguinte
(Tabela 9), em forma de porcentagem de acordo com cada corte histologico. Sendo

as alteracoes classificadas em leve, moderada e severa.

Tabela 9: Porcentagem da presenca de degeneracdo hidrépica difusa em cada corte histolégico de

acordo com cada grau de severidade, sendo leve, moderado e severo.

Degeneracdo hidrépica difusa

Escore 1 Escore 2 Escore 3

Grupo/corte A B C D A B C D A B C D

1 37,50% 50% 75% 62,50% | 62,50% 12,50% 12,50% 37,50% |0,00% 12,50% 0,00% 0,00%
2 71,40% 85,70% 71,50% 42,80% | 14,20% 14,20% 14,20% 42,80% |0,00% 0,00% 0,00% 14,20%
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Legenda: Grupo 1 dados referentes ao grupo controle; grupo 2 dados referentes aos grupo tratado.
Letra “A” referente ao corte histolégico da regido ventriculo direito lesado; letra “B” ventriculo direito

nao lesado; letra “C” ventriculo esquerdo nao lesado e letra “C” ventriculo esquerdo lesado.

Analisando os dados do corte A (ventriculo direito lesado), pode-se observar
que no grupo 1 tivemos 62,50% das alteracbes de degeneracdo hidropica em grau
moderado, enquanto no grupo 2, houve prevaléncia de degeneracao hidrépica difusa

com grau leve, sendo representada por 71,40%.

Ja nos cortes B, C, os dois grupos apresentaram prevaléncia de degeneracéo
hidropica difusa de grau leve. Por fim, no corte D, no grupo 1 foi observado que
62,50% das alteracdes apresentavam-se em grau leve, diferente do grupo 2, onde
foram observadas alteragcbes em grau leve e moderado, representadas por uma

mesma porcentagem (42,80%).

Ao analisar a presenca de degeneracao hidrépica sem levar em consideracao
cada corte histolégico, os resultados encontrados nos dois grupos foram
semelhantes. No grupo controle, oito individuos apresentaram degeneracao
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hidrépica de grau leve, cinco com grau moderado e apenas um com grau Severo.
No grupo tratado evidenciou-se que seis individuos apresentaram grau leve de
degeneracédo, trés com grau moderado e apenas um com degeneracdo em grau

severo.

6.3.2 PROCESSO INFLAMATORIO DIFUSO

Avaliou-se os quatro cortes histoldgicos, observando a presenca de processo
inflamatorio difuso. Os dados serdo apresentados na tabela seguinte (Tabela 10),
em forma de porcentagem de acordo com cada corte histoldgico. Sendo as

alteracdes classificadas em leve, moderado e severo.

Tabela 10: Porcentagem da presenca de processo inflamatorio difuso em cada corte histolégico de

acordo com cada grau de severidade, sendo leve, moderado e severo.

Processo inflamatério difuso

Escore 1 Escore 2 Escore 3

Grupo/corte A B C D A B C D A B C D

1 50% 62,50% 75% 75% 25% 12,50% 0,00% 12,50% |12,50% 0,00% 0,00% 0,00%
2 100% 71,40% 85,70% 42,80% |0,00% 28,50% 14,28% 28,50% | 0,00% 0,00% 0,00% 28,50%

Legenda: Grupo 1 dados referentes ao grupo controle; grupo 2 dados referentes aos grupo tratado.
Letra “A” referente ao corte histoldgico da regido ventriculo direito lesado; letra “B” ventriculo direito

nao lesado; letra “C” ventriculo esquerdo nao lesado e letra “C” ventriculo esquerdo lesado.

Na tabela acima, relativa a processo inflamatério difuso, constata-se que,
tanto o grupo 1 quanto o grupo 2, apresentaram prevaléncia de processo
inflamatorio difuso de grau leve em todos os cortes histologico (A, B, C, D). Todos os

individuos apresentaram processo inflamatério de grau leve.

No grupo controle dois animais apresentaram grau moderado e apenas um

com grau severo. O grupo tratado apresentou um numero maior de individuos com
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alteracdo em grau moderado, sendo 4, o niumero de individuos com esse grau de

severidade da alterac&o e 2 animais com grau severo.

6.3.3 NECROSE TECIDUAL

Avaliou-se os quatro cortes histolégicos, observando a presenca de necrose
tecidual. Os dados serdo apresentados na tabela seguinte (Tabela 11), em forma de
porcentagem de acordo com cada corte histolégico. Sendo as alteracbes

classificadas em focal ou difuso.

Tabela 11: Porcentagem da presen¢ca de necrose tecidual em cada corte histolégico sendo

classificado em focal ou difuso.

Necrose tecidual

Local Difusa
Grupo/corte A B C D A B C D
1 50% 0,00% 0,00% 75% 12,50% 0,00% 0,00% 0,00%
2 0,00% 0,00% 0,00% 14,20% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

Legenda: Grupo 1 dados referentes ao grupo controle; grupo 2 dados referentes aos grupo tratado.
Letra “A” referente ao corte histolégico da regido ventriculo direito lesado; letra “B” ventriculo direito

nao lesado; letra “C” ventriculo esquerdo nao lesado e letra “C” ventriculo esquerdo lesado.

De acordo com a tabela acima, no grupo 1 foi observado que 50% dos
individuos apresentaram necrose tecidual local no corte A e 75% no corte D. Sendo

gue somente 12,50% apresentaram necrose tecidual difusa no corte A.

Ja no grupo 2 foi observada apenas necrose tecidual local em 14,20% no

corte D.

Quando analisarmos a presenca de necrose tecidual sem levar em
consideracdo cada corte, constatamos que todos os individuos do grupo controle

apresentaram area focal de necrose tecidual e apenas 01 individuo apresentou
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necrose difusa. Enquanto no grupo tratado foi evidenciada necrose tecidual focal em

apenas 01 individuo.
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7 DISCUSSAO

A utilizagcdo do modelo experimental mini porco mostrou-se adequada, sendo
constatada facilidade de manejo, seguranca e eficacia nos procedimentos
realizados. Esse modelo experimental foi capaz de reproduzir fidedignamente o
infarto agudo do miocardio apos a oclusdo do ramo diagonal da coronéria paraconal,
fato esse que se justifica pela sua semelhanca com a bioquimica, morfologia e a
fisiologia cardiovascular com a espécie humana (MARIANO, 2003). Mariano (2003) e
Vulliet et al (2004) apontaram a importancia do uso de modelos experimentais bem
definidos e que possam mimetizar situacdes pato-fisiologicas humanas. Sendo o
mini porco desenvolvido no Brasil (MARIANO, 2003) e criado especificamente para a
pesquisa. Esse modelo vem sendo utilizado em varias linhas de pesquisa como
cardiaca, renal, gastrica endocrina, além de lesdes 6sseas e cutaneas, com enorme
sucesso. Schuleri et al (2008) utilizaram esse mesmo modelo experimental em sua

pesquisa, alcancando resultados promissores em relacao a terapia celular.

A ligadura do ramo diagonal da coronaria paraconal foi capaz de produzir uma
eficaz isquemia do miocéardio, gerando uma area de acinesia, evidenciada em todos
0s animais, tanto do grupo controle quanto do grupo tratado, através do exame de
ecocardiografia realizado no periodo pds operatorio imediato. Essa mesma area nao
havia sido encontrada no exame realizado no periodo pré operatério, 0 que
comprova que o infarto foi provocado com sucesso, esse mesmo sucesso da técnica
foi relatado pelo pesquisador Schuleri et al (2008) . Souza et al (2004) e Guarita-
Souza et al (2005) utilizaram a mesma técnica de ligadura da coronaria com o intuito
de induzir o infarto, porém no modelo experimental rato Winstar, obtendo sucesso no

procedimento.

Guarita-Souza et al (2005) descrevem como objetivo principal do transplante
de células tronco mesenquimais a colonizacdo da area isquémica com novas
células, promovendo retorno da funcdo contrétil, sendo este efeito avaliado através
do exame de ecocardiografia, onde sdo analisadas as variaveis fracdo de ejecao,
diametro sistolico e diastélico do ventriculo esquerdo e a extensdo da area acinética.

Um estudo realizado por Schuleri et al (2002), utilizando como modelo experimental
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0 suino, evidenciou que oito semanas apés a infusdo intramiocardica de células

tronco mesenquimais houve melhora significativa da funcéo contratil do coracéo.

Em nossa pesquisa a terapia celular foi administrada imediatamente apds a
inducdo da miocardiopatia isquémica, segundo Valina et al (2007), esse seria 0
melhor momento, ja& que edema intersticial do miocérdio apds a revascularizagédo
persiste por pelo menos 7 dias, além de um aumento progressivo da obstrucéo da
microcirculacdo nas primeiras 48 horas, limitando a distribuicdo adequada das
células tronco, por isso a importancia da aplicacado precocemente. Além disso, Chen
et al (2001) demonstraram que um grande numero de células injetadas
precocemente, ap0s um evento isquémico, resulta em melhores indices de fixacao,
segundo resultados obtidos comparando a aplicacdo de células tronco
mesenquimais no primeiro dia e no décimo quarto dia apds o infarto, sugerindo a
teoria de que essas células agem especificamente em resposta a isquemia.
Freyman et al (2006) relataram sucesso ao administrar células tronco mesenquimais
15 minutos apos o infarto do miocardio. Porém nos estudos realizados por Assmus
et al (2002), Chen et al (2004), Woolert et al (2004), Bocchi et al (2005) e Strauer et
al (2005) a administracdo da terapia de células tronco variou dentro de um intervalo
de 4 a 10 dias, demonstrando resultados positivos em termos de fungdo cardiaca.
Por sua vez, Schachinger et al (2004) afirmam que o intervalo entre o terceiro e o
sétimo dia apOs o infarto seja o periodo mais propicio para a administracdo da

terapia.

Segundo Bocchi et al (2005) a via de administracdo deve ser escolhida com o
intuito de fornecer, transplantar um namero suficiente de células para a regiao
isquémica, sendo as principais, intracoronariana e a intramiocéardica, sendo esta, a
via na qual realizou-se a administracdo da terapia celular com células tronco
mesenquimais adiposo derivadas em nossa pesquisa. Valina et al (2007), citam que
alguns estudos como BOOST e TOPCARE, demonstraram que a infusdo
intravenosa ndo forneceu um nuamero mensuravel de células. Além disso, alguns
autores como Vulliet et al (2004), Bartunek et al (2005) e Souza et al (2010) relatam
gue o diametro das células tronco mesenquimais € maior que o de outros tipos de
células tronco, podendo provocar embolia, oclusdo da microcirculacdo, gerando
microinfartos, quando a via de aplicacdo de escolha for a intracoronariana;

entretanto essa via tem sido utilizada em varios estudos clinicos, sem apresentar
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qualquer efeito adverso, como por exemplo, no estudo clinico realizado por Chen et
al (2004). De acordo com Angeli et al (2007), a via intracoronariana sO deveria ser
utilizada, quando se tém certeza da integridade da arvore coronariana, permitindo

uma efetiva distribuicdo das células tronco.

Em relacdo a avaliacdo da fragcdo de ejecdo, nao foi observada diferenca
estatistica entre os valores das médias nos periodos pré operatorio, pos operatério
imediato e pos 30 dias do procedimento cirdrgico, no grupo tratado com células
tronco mesenquimais adiposo derivadas, o mesmo ocorreu no grupo controle.
Apesar de ndo ter sido encontrada diferenca significativa no teste de médias,
ocorreu um aumento de 3,8% no valor da fracdo de ejecdo no grupo controle, ou
seja, uma melhora de 3,8% entre os periodos pds operatério imediato e pds 30 dias.
Enquanto no grupo tratado o aumento foi de 20%, o que demonstra a eficacia da
terapia celular quando comparado ao grupo controle. A fracdo de ejecao € uma
analise utilizada com finalidade prognéstica da alteracdo da funcao cardiaca, ou
seja, quanto menor a fracdo de ejecao pior o prognostico do paciente em relacdo a
alteracdes cardiovasculares. Ela equivale ao percentual de sangue que o ventriculo
esquerdo ejeta para a aorta na sistole. Isto é, se houve um aumento de 20% no
valor da fracdo de ejecdo no grupo tratado do periodo pds operatério imediato para o
periodo pdés 30 dias, significa que o ventriculo esquerdo ejetou 20% a mais de
sangue para a aorta comparando um periodo ao outro, chegando a uma taxa de
fracdo de ejecdo de 69,32%, valor bem préximo do considerado fisiolégico para a
espécie. Enquanto no grupo controle aumentou apenas 3,8%, chegando a um valor
de 60,73%. Quando comparamos as médias entre 0s grupos, ndo encontramos
diferenca significativa no teste estatistico empregado, assim como Guarita-Souza et
al (2005), porém se avaliarmos os valores percentuais, observamos que o grupo
tratado apresentou um maior aumento da taxa quando comparado ao grupo

controle.

No estudo realizado por Assmus et al (2002), onde utilizou-se células tronco
mesenquimais de medula éssea aplicadas quatro dias ap6és infarto, foi observado
uma melhora na fragdo de ejecdo em aproximadamente 12%. Bocchi et al (2005)
obteveram um resultado semelhante na avaliacdo trinta dias apoOs aplicacéo,
melhora de 13 % na fracdo de ejecdo no grupo tratado, porém, em seu estudo, as

células tronco mesenquimais foram aplicadas nove dias apés o infarto.
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Meyer et al (2004) e Wollert et al (2004) utilizaram células tronco
mesenquimais de medula 0ssea, os resultados obtidos mostraram um aumento da
fracdo de ejecdo no grupo tratado de 6,7% e no grupo controle esse aumento foi de
0,7% na avaliacdo realizada seis meses depois de instituida a terapia, porém ao
avaliar novamente os individuos ap0s dezoito meses, constatou-se que ndo havia
mais uma diferenca significativa, sustentando a teoria de que o efeito da terapia
celular com células tronco mesenquimais seja transitério, sendo responsavel apenas
pela aceleracdo do processo de melhora, sem associacdo a significativo reparo
estrutural. Porém nos resultados finais do estudo Topcare, onde Schachinger et al
(2004) avaliaram os individuos 1 ano apds aplicacdo da terapia com células tronco
mesenquimais de medula 6ssea, ocorreu um maior aumento da fracdo de ejecao no
grupo tratado do que no grupo controle, além da reducdo da area acinética,
confrontando a teoria de Wollert et al (2004). O pesquisador Guarita-Souza et al
(2005) ao avaliarem os grupos controle e tratado (células tronco mesenquimais)
apos 30 dias do procedimento, observaram que no grupo controle houve uma
diminuicdo significativa da fragdo de ejecdo, chegando a um valor de
aproximadamente 22% e no grupo tratado esse valor manteve-se estavel, sem
apresentar aumento, diferente dos resultados obtidos nas pesquisas realizadas

pelos autores citados acima.

Isso nos mostra que o transplante de células tronco no miocardio tem
apresentado resultados distintos em varias pesquisas, 0 que levanta o seguinte
questionamento em nosso estudo: serd que a diferenca percentual encontrada nos
valores da fracdo de ejecao entre 0s grupos, estaria presente numa avaliagao seis
meses depois de instituida a terapia? Havendo a necessidade de novos estudos,
onde as avaliagOes deverdo ser realizadas em diferentes periodos de tempo apos a
aplicacao da terapia celular, aléem da padronizacédo de condutas na comparagcao de

resultados.

Os valores do diametro sistélico e diastolico do ventriculo esquerdo séo
inversamente proporcionais aos valores da fracdo de ejecdo, ou seja, quando ocorre
um aumento no didmetro do ventriculo esquerdo, tanto em sistole quando em
diastole, podemos dizer que houve um aumento do volume do ventriculo. Sendo
assim, no momento em que ocorre um processo de miocardiopatia isquémica no

ventriculo esquerdo, ira ocorrer uma sobrecarda do mesmo, e quanto mais severo
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for o processo, maior sera a sobrecarda, o que ira resultar em um aumento dos
diametros sistélico e diastélico, consequentemente uma diminuicdo do valor da
fracdo de ejecdo. Por isso foi dito anteriormente que a fracdo de ejecao tem funcéo
progndstica, quanto menor esse valor significa que mais severo foi o processo
isquémico sofrido pelo miocardio, maior os didmetros, assim menor serd o volume

de sangue ejetado para a aorta.

O grupo controle ndo apresentou melhora na variavel diametro sistélico do
ventriculo esquerdo, pois comparando o valor nos periodos pos operatério imediato
e poés 30 dias, ocorreu um aumento de 8% no didmetro sistolico do ventriculo
esquerdo, o0 que justifica os valores da fracdo de ejecdo apresentados
anteriormente. Entretanto no grupo tratado esse valor nos mesmos periodos de
tempo diminuiu em 17 %, podemos dizer que o volume sistdlico do ventriculo
esquerdo diminuiu 17%, resultando em um aumento de 20% da fragdo de ejecao.
Stauer et al (2005) obtiveram resultado semelhante em seu estudo com células
tronco mesenquimais transplantadas por via intracoronariana no periodo de 5 a 9
dias pés infarto, onde os individuos foram avaliados 3 meses apds a aplicacao,
sendo constatada a reducdo de 18% do volume sistélico. O resultado de Assmus et
al (2002) foi ainda melhor, o grupo tratado apresentou diminui¢cdo de 26% do volume
sistélico, na avaliacdo realizada 4 meses apos o transplante. Os resultados do
estudo clinico TOPCARE-AMI, revelaram uma diminuicdo significativa do volume
sistélico do ventriculo esquerdo (SCHACHINGER et al., 2004), corroborando com os

resultados positivos de nosso estudo.

Ja nas taxas do diametro diastolico do ventriculo esquerdo os resultados
obtidos foram mais satisfatérios para o grupo controle, onde a comparacdo das
médias apontaram uma diminui¢do nos valores, evidenciando uma melhora de 6,6%
entre 0s periodos pds operatdrio imediato e pés 30 dias, enquanto no grupo tratado
a reducéo do volume diastolico foi de 4,9%. Guarita-Souza et al (2005) relataram
gue no estudo realizado com células tronco mesenquimais injetadas 8 dias apos
infarto, por via intramiocéardica, os resultados ndo foram satisfatérios ao avaliar o0s
individuos trinta dias apdés instituida a terapia, onde constatou-se aumento do
volume sistolico, sugerindo perda da capacidade contratil, 0 mesmo ocorreu com
volume diastélico. Bocchi et al (2005) tiveram os mesmo resultados do estudo acima,

porém em sua pesquisa foram utilizadas células mioblasticas esqueléticas.



w

O 00 N o U b

10
11
12
13
14

15
16
17
18
19

20
21
22
23
24
25
26
27
28

29
30
31

71

Menasché et al (2003) citam que essa piora nos volumes sistélico e diastolico do
ventriculo esquerdo sugere que o remodelamento ventricular pode ocorrer

independentemente da melhora funcional, inclusive em estudos clinicos.

A area acinética € uma area com deficiéncia de contratilidade do musculo
cardiaco, decorrente da isquemia causado pela oclusdo de uma coronéria. Essa
area é indicativa de severidade do evento isquémico, ou seja, quanto mais severo a
isquemia sofrida pelo miocardio maior sera a area acinética, sendo avaliada atraves
do exame de ecocardiografia. Um dos intuitos da terapia celular € promover a
diminuicdo dessa area, obtendo uma melhora da contratilidade do miocéardio. De
acordo com os valores obtidos no grupo tratado, o uso da terapia com células tronco
mesenquimais adiposo derivadas atingiu um resultado positivo, pois foi capaz de
promover uma diminuicdo de 10% dos valores das médias entre os periodos pos
operatorio imediato e poés trinta dias, ou seja, houve uma reducao da area acinética,

diferente do grupo controle onde houve um aumento de 14%.

De Macedo Braga et al (2008) ao avaliarem um grupo de animais trinta dias
apos a aplicacdo de células tronco mesenquimais, que foram transplantadas 24
horas apds a inducdo da miocardiopatia isquémica, obteve como resultado uma
reducao significativa da area acinética, além de uma melhora da fracdo de ejecéo do

ventriculo esquerdo.

Strauer et al (2005) relatam melhora da contratilidade do miocardio e reducéo
da area acinética em 26%, ao avaliar 10 pacientes ap0s trinta dias de instituida a
terapia celular com células tronco mesenquimais de medula 6ssea, aplicadas entre o
quinto e nono dia poés infarto, através da via intracoronariana. Resultados
semelhantes foram obtidos por Assmus et al (2002), que relatam reducdo de 25%,
entretanto os individuos foram avaliados quatro meses apos a aplicagao da terapia.
Um terceiro estudo realizado por Chen et al (2004), corroboram com os autores
acima, porém sua avaliacdo foi realizada em um intervalo de trés meses apos

aplicacao das células.

Por outro lado, autores como Berry et al (2006) e Schuleri et al (2008) relatam
gue os resultados encontrados em varios estudos pré-clinicos em relacdo a reducéo

da area acinética sdo bem discrepantes, variando de pouco significativos a bastante
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representativos, demonstrando a necessidade de novos estudos e padronizacao nas

avaliacoes.

Na avaliacdo histopatolégica foram encontradas quatro principais alteracdes
em ambos 0s grupos, degeneracao hidropica difusa, processo inflamatério difuso,

necrose tecidual e aderéncia de pericéardio.

Em relacdo a degeneracdo hidropica, os resultados encontrados nos dois
grupos foram semelhantes, no grupo controle, oito individuos apresentaram
degeneracdo hidropica de grau leve, cinco com grau moderado e apenas um com
grau severo. E no grupo tratado evidenciou-se que seis individuos apresentaram
grau leve de degeneracao, trés grau moderado e apenas um com degeneracao em
grau severo. Segundo Franco et al (2010) a degeneracdo hidrépica é o acumulo de
agua no citoplasma da célula, ocorre secundariamente a uma lesédo celular e € um
processo reversivel que precede a morte celular. A causa mais comum é a falta de
oxigénio, um processo de hipdxia ou andxia, que ir4 gerar uma lesdo na membrana
celular, evoluindo para a morte celular. Ou seja, no caso do miocardio, quando
ocorre um processo isquémico, o tecido ndo recebera suporte sanguineo adequado,
sofrera entdo de hipoxia, desencadeando um processo de degeneracdo hidropica,

gue podera evoluir ou ndo para necrose tecidual.

Assmus et al (2002), Chen et al (2004) e Strauer et al (2005) relatam que a
terapia celular com células tronco mesenquimais possui a funcdo de gerar a
revascularizacdo da éarea infartada, da area isquémica, sendo capaz de gerar um
processo de neoangeogénese, permitindo um retorno da oxigenacéao local, evitando
gue a lesao tecidual evolua para necrose tecidual. Os resultados encontrados em
nossa pesquisa nao revelaram presenca de novos vasos sanguineos, porém apoés a
analise histologica, constatamos que em todos os individuos do grupo controle a
degeneracdo hidropica evoluiu, gerando &rea focal de necrose tecidual, enquanto
apenas um individuo do grupo tratado apresentou necrose tecidual. Ou seja, apesar
de néo ter sido encontrada neovascularizacdo no grupo tratado, a terapia celular
evitou a progressao da lesdo celular para necrose tecidual, diferente do grupo

controle.

Guarita-Souza et al (2005) concordam com os autores descritos no paragrafo

anterior, onde na analise histopatoldgica realizada em seu estudo constatou que na



N o o N

(o]

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

21
22
23
24
25
26

27

28

29

30

73

regido do infarto, estavam presentes células endoteliais em ambos os grupos. No
grupo das células tronco mesenquimais foram identificadas células musculares lisas,
fazendo parte da estrutura vascular neoformada, neoangiogénese. Os individuos do
grupo controle apresentaram fibrose transmural, sem presenca de novas células
contrateis estriadas na regido infartada. J& Bel et al (2003) ndo identificaram nenhum
novo tecido contratil, como também nao identificou neoangiogénese, apenas maior

presenca de macrofagos.

O infarto do miocéardio é seguido por uma resposta inflamatoria que leva a
lesdo miocardica adicional, levando a reparacao tecidual. Segundo Oliveira; Campos
(2009) os efeitos terapéuticos das células tronco mesenquimais e de outras células
progenitoras podem estar relacionados a aceleracdo do processo de reparacao
cardiaca por agir nas vias inflamatérias, influenciando preferencialmente a formacéo
de cicatriz ao invés da regeneracdo. JaA Meyer et al (2004) dizem que o efeito
terapéutico a curto prazo das células tronco mesenquimais, observado no estudo
BOOST, pode ser baseado na melhora da resposta inflamatdria ja existente seguida
pela maior liberacdo de citocinas e fatores angiogénicos inespecificos, descreve
ainda que a multiplicacdo de cardiomidcitos funcionais e saudaveis, a formacao
neovascular, o controle da apoptose e fibrose e a modulacdo da resposta
inflamatoria seriam potencialmente benéficos e sdo objetivos naturais da terapia

celular em cardiologia.

Quando avaliamos a presenca de processo inflamatorio mononuclear, todos
os individuos dos dois grupos do nosso estudo apresentaram grau leve da alteragéo.
No grupo controle, dois animais apresentaram grau moderado e apenas um com
grau severo. O grupo tratado apresentou um numero maior de individuos com
alteracdo em grau moderado, sendo quatro os individuos com esse grau de

alteracao e dois animais com grau severo.



w

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

74

8 CONCLUSAO

A ligadura do ramo diagonal da coronéria paraconal (em humanos a coronaria
descendente anterior) induziu de maneira eficaz o infarto agudo do miocardio no

modelo experimental mini porco.

O transplante de células tronco mesenquimais adiposo derivada no miocéardio
infartado promoveu uma melhora funcional do 6rgdo. N&o foi encontrado processo

de angiogénese, mas 0 processo nao evolui para necrose tecidual.
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